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Polimorfismo isozimÆtico e potencial de utilizaçªo das isozimas
como marcadores genØticos em aceroleira(1)
Ricardo Lopes(2), Claudio Horst Bruckner(3) e Maria Teresa Gomes Lopes(2)
Resumo  A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) Ø uma cultura em expansªo no Brasil, principalmen-
te, por causa do elevado teor de vitamina C de seus frutos; contudo, ainda sªo escassas as informaçıes
sobre a espØcie. Este trabalho teve o objetivo de estudar a atividade e o polimorfismo de alguns sistemas
isozimÆticos de uma coleçªo de aceroleiras. Foram estudadas as isozimas IDH, MDH, EST, ACP, GOT,
PGM, PGI e POD. Utilizou-se o sistema de eletroforese horizontal em gel de amido e diferentes
tampıes de gel e cuba. Identificou-se o nœmero de locos e alelos envolvidos no controle genØtico das
enzimas. IDH demonstrou ser dimØrica, e foi constatado um loco e dois alelos. PGM apresentou dois
locos dimØricos, com dois e quatro alelos. EST e POD demonstraram ser monomØricas, com um e dois
locos, respectivamente, todos com dois alelos. MDH apresentou um loco onde o seu comportamento
Ø monomØrico e outro dimØrico, ambos com dois alelos. GOT foi polimórfico mas nªo foi possível
inferir sobre seu controle genØtico. O polimorfismo revelado pelos sistemas IDH, MDH, POD, EST,
GOT e PGM demonstra o potencial de utilizaçªo das isozimas como marcadores genØticos em estudos
de conservaçªo e melhoramento de aceroleira.
Termos para indexaçªo: Malpighia emarginata, variaçªo genØtica, anÆlise enzimÆtica, herança genØtica.
Isozyme polymorphism and potential of utilization of isozymes as genetics markers in West Indian cherry
Abstract  The West Indian Cherry (Malpighia emarginata DC.) is a crop in expansion in Brazil mainly
due to high fruit vitamin C content. However, there is still little information about the species. The
objective of this study was to determine the activity and the polymorphism of isozymes from a
collection of West Indian Cherry plants. IDH, MDH, EST, POD, ACP, GOT, PGM and PGI isozymes
were studied. Starch gel horizontal electrophoresis and different gel/electrode buffers were used. Num-
ber of loci and alleles involved in genetic control of these isozymes were identified. IDH was dimeric
and had one locus with two alleles. PGM was monomeric and had two loci, with two and four alleles.
POD and EST were monomeric and had one and two loci, respectively, all with two alleles each. MDH
had two polymorphic loci, one which was monomeric and one dimeric, both with two alleles each. GOT
was polymorphic but its inheritance and genetic control was not determined. Polymorphisms of IDH,
MDH, POD, EST, GOT and PGM showed potential as genetic markers in West Indian Cherry in
studies of conservation and breeding.
Index terms: Malpighia emarginata, genetic variation, enzymatic analysis, genetic inheritance.
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Introduçªo
A cultura da aceroleira apresenta-se em franca
expansªo no Brasil e vem despertando grande inte-
resse por parte dos consumidores, produtores, in-
dustriais e exportadores, dado o seu alto teor de vi-
tamina C (Paiva et al., 1999). De acordo com Oliveira
et al. (1998), a demanda da acerola tende a aumentar;
as agroindœstrias acusam falta do produto durante
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determinados períodos do ano, e vÆrias empresas
estªo desenvolvendo programas de ampliaçªo e ins-
talaçªo de pomares. Gonzaga Neto & Soares (1994)
ressaltam a importância social da cultura da acerola,
em virtude da exigŒncia de mªo-de-obra intensiva,
principalmente nas etapas de colheita e de classifi-
caçªo dos frutos, que sªo feitas manualmente.
A caracterizaçªo de plantas frutíferas lenhosas
mediante o uso de marcadores genØticos Ø uma prÆ-
tica de uso comum para fins de melhoramento genØ-
tico e identificaçªo varietal (Fachinello et al., 2000).
A tØcnica de eletroforese de isozimas Ø relativa-
mente barata, acessível, e fornece ampla informaçªo
genØtica. Por isso, mesmo hoje, com tØcnicas
moleculares mais modernas, as isozimas continuam
sendo uma classe muito œtil de marcadores em anÆli-
ses genØticas que nªo requeiram amostragem ampla
do genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1996).
Isozimas tŒm sido utilizadas em espØcies frutífe-
ras para identificaçªo e caracterizaçªo de varieda-
des, como indicador da diversidade genØtica, em
estudos de mapeamento genØtico e para obtençªo
de estimativas de taxas de cruzamento natural.
Padrıes isozimÆticos foram utilizados na identifica-
çªo e caracterizaçªo de genótipos de mangueira
(Degani & El-Batsri, 1990), quivi (Messina et al., 1991),
caqui (Parfitt et al., 1991), videira (Altube et al., 1992),
macieira (Manganaris & Alston, 1993), aceroleira
(Souza, 1996) e figo (ElisÆrio et al., 1998) assim como
muitas outras espØcies.
Em espØcies poliembriônicas, as isozimas podem
ser utilizadas para distinguir embriıes de origem
zigótica, da nucelar. ElisÆrio et al. (1999) utilizaram
isozimas para identificaçªo de híbridos originados
da propagaçªo sexual obtidos a partir do cruzamen-
to de variedades de tangerina mono e poliembri-
ônicas.
Em vÆrias espØcies tem sido relatada a associa-
çªo de alelos isozimÆticos e características de inte-
resse, o que permite a seleçªo indireta com vistas  a
tais características, ou, ainda, a seleçªo no estÆdio
de plântula. Em macieira, foi detectada ligaçªo entre
o loco isozimÆtico Pgm-1 e um gene que confere
resistŒncia à sarna-da-macieira (Manganaris et al.,
1994) e tambØm ligaçªo entre o loco isozimÆtico
Got-1 e um loco de uma sØrie de alelos de auto-in-
compatibilidade (Manganaris & Alston, 1987).
Isozimas foram utilizadas na identificaçªo de
progŒnies oriundas de autofecundaçªo e fecunda-
çªo cruzada em espØcies frutíferas, como abacateiro
(Degani & Gazit, 1984; Goldring et al., 1987) e manguei-
ra (Dag et al., 1999), sendo portanto, œteis para obten-
çªo de estimativas da taxa de cruzamento natural.
Informaçıes relativas à biologia reprodutiva sªo
de suma importância para que se possa planejar e
executar o melhoramento da cultura, assim como para
definir a viabilidade das estratØgias a serem adotadas.
Segundo Couceiro (1985), a autopolinizaçªo Ø regra
geral em aceroleira. No entanto, de acordo com
Magalhªes & Ohashi (1997), a autopolinizaçªo e a
polinizaçªo cruzada sªo processos efetuados em
diferentes graus, dependendo da variedade.
As isozimas apresentam-se como uma interessante
alternativa no estudo do sistema de cruzamento e
esclarecimento sobre taxa de fecundaçªo cruzada de
variedades de aceroleira.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o poli-
morfismo de alguns sistemas isozimÆticos em folhas
de aceroleira e selecionar sistemas polimórficos que
apresentem boa definiçªo e possibilitem a interpre-
taçªo clara da herança das isozimas, visando sua
utilizaçªo como marcadores genØticos.
Material e MØtodos
Os sistemas isozimÆticos estudados foram: Esterase
(EST), Peroxidase (POD), Glutamato Oxalacetato
Transaminase (GOT), Fosfatase `cida (ACP), Isocitrato
Desidrogenase (IDH), Malato Desidrogenase (MDH),
Fosfoglucomutase (PGM) e Fosfogluco Isomerase (PGI).
A qualidade da atividade (intensidade das bandas) e da
resoluçªo dos sistemas isozimÆticos (bandas e separaçªo
entre bandas nítidas e ausŒncia de borrıes ou arraste) fo-
ram avaliadas a partir de diferentes combinaçıes-tampªo
gel-cuba (Tabela 1).
As amostras foram obtidas de 50 plantas do pomar de
aceroleiras da Universidade Federal de Viçosa, instalado
no Município de Visconde do Rio Branco, MG, as quais
possuíam aproximadamente trŒs anos de idade em agosto
de 1997. O pomar foi formado a partir de mudas adquiri-
das de viveiristas do Estado de Pernambuco, estas, na
maioria, de origem sexuada, e, em pequena proporçªo, de
origem assexuada.
Ramos de 10-15 cm de comprimento foram coletados a
partir do Æpice da planta, colocados em sacos de plÆstico
individuais devidamente identificados e imediatamente
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acondicionados em recipiente de isopor, onde as amostras
foram dispostas sobre camadas de gelo picado para que
fosse mantida sua integridade. No laboratório, as folhas
utilizadas como amostras foram congeladas com N líquido
e maceradas em almofariz de porcelana, previamente res-
friado para evitar a elevaçªo da temperatura e a conseqüen-
te desnaturaçªo das enzimas.
A proporçªo de tecido, por volume de soluçªo extratora,
foi de aproximadamente 1:1,5, ou seja, aproximadamente
1 g de folha para 1,5 mL de soluçªo extratora. Foi utilizada
a soluçªo extratora sugerida por Alfenas (1998). Após a
trituraçªo com o auxílio de pinça cirœrgica, o macerado foi
adsorvido por tiras de papel cromatogrÆfico Whatman 3M,
nas dimensıes de 1,2 x 0,5 cm. Após a adsorçªo, foi feita a
limpeza das tiras, eliminado os resíduos sólidos do
macerado, e o armazenamento a -20”C.
Na anÆlise eletroforØtica empregou-se o sistema de
eletroforese horizontal em gel de amido (Alfenas, 1998),
utilizando amido nacional (maizena), na concentraçªo de
12%. A soluçªo-tampªo do gel variou de acordo com o
sistema. A composiçªo dos tampıes gel-cuba, testados em
cada sistema isozimÆtico, encontram-se na Tabela 1.
A corrida eletroforØtica consistiu de uma prØ-corrida
durante 30 minutos a 150 V, e, após, a uma voltagem de
300 V, atØ que a frente de migraçªo atingisse 9 cm.
Após as corridas, o gel foi cortado horizontalmente em
cinco fatias de 2 mm de espessura, das quais a primeira e a
œltima foram descartadas, por nªo proporcionarem boa
resoluçªo. As fatias foram retiradas e colocadas distendidas
em fôrmas do tipo pirex, onde foram imersas na soluçªo
corante específica de cada enzima. Após o período de in-
cubaçªo, foi feita a fixaçªo em soluçªo de glicerina a 10%,
por cerca de doze horas, em refrigerador a aproximada-
mente 4”C. Após a coloraçªo e fixaçªo, a secagem do gel foi
realizada pelo mØtodo do bastidor, descrito por Alfenas
(1998).
Os gØis foram colocados sobre o diafanascópio, e as
bandas reveladas foram registradas. As bandas foram
identificadas a partir da mobilidade relativa (Mr), e foi
atribuído o valor 1 para a banda de maior migraçªo, a partir
do ponto de aplicaçªo; a mobilidade relativa das demais foi
obtida pela divisªo da distância percorrida por cada uma
pela distância percorrida pela banda de maior migraçªo.
Posteriormente, foi feita a interpretaçªo dos gØis por
regiªo de migraçªo, visando identificar o loco ou locos en-
volvidos no controle das enzimas. Com base no nœmero e
posiçªo das bandas por regiªo de migraçªo (loco), procu-
rou-se determinar o nœmero de locos e de alelos por loco
que a populaçªo apresenta, e inferir sobre o controle genØ-
tico da enzima na espØcie.
Tabela 1. Combinaçıes de tampıes gel-cuba utilizados nos sistemas isozimÆticos avaliados, a partir de enzimas
extraídas de folhas de aceroleira.
(1)ACP: fosfatase Æcida; GOT: glutamato oxalacetato transaminase; EST: esterase; PGM: fosfoglusomutase; PGI: fosfogluco isomerase; POD: peroxidase;
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Resultados e Discussªo
Apenas no sistema ACP nªo foi obtida boa reso-
luçªo, apesar de terem sido testados trŒs sistemas-
tampıes (gel-cuba) (Tabela 1).
Nªo foi verificada perda de atividade das enzimas
presentes nas amostras preparadas e armazenadas a
-20” C nos sistemas IDH, MDH, EST, POD, GOT, PGM
e PGI, atØ aproximadamente 150 dias; após esta data,
nªo foram feitas avaliaçıes. A estabilidade da amos-
tra da enzima ACP nªo foi avaliada, por nªo ter sido
obtida boa resoluçªo com os sistemas tampıes tes-
tados. O período de conservaçªo da atividade das
enzimas demonstra que a soluçªo extratora sugerida
por Alfenas (1998) foi eficiente na conservaçªo da
integridade das amostras, e, com exceçªo do sistema
ACP, proporcionou boa resoluçªo em pelo menos
uma das combinaçıes de tampªo testadas, e portan-
to Ø adequada para a extraçªo de isozimas de folhas
de aceroleira.
A enzima IDH apresentou apenas uma regiªo de
migraçªo, revelou-se dimØrica, e foram constatados dois
alelos e trŒs fenótipos ou padrıes de segregaçªo
(Figura 1). O nœmero de subunidades apresentado estÆ
de acordo com o descrito por outros autores (Oliveira,
1997; Brune et al., 1998; Junghans et al., 1998).
A enzima MDH apresentou trŒs regiıes de migra-
çªo. Na regiªo I, correspondente ao loco Mdh-1, os
fenótipos isozimÆticos observados demonstram com-
portamento monomØrico. JÆ na regiªo II, correspon-
dente ao loco Mdh-2, embora tambØm tenham sido
constatados dois alelos, os fenótipos isozimÆticos
observados demonstram ser a enzima dimØrica, uma
vez que, em estado de heterozigose, foram observa-
das trŒs bandas, sendo a intermediÆria correspon-
dente ao heterodímero. Na regiªo III, foram observa-
das trŒs bandas, invariavelmente, em todas as plan-
tas caracterizadas (Figura 2).
A ocorrŒncia de isozimas monomØricas e dimØricas
no sistema MDH tambØm foi constatada por Schuelter
(1996), em pimenta. Souza (1996) obteve semelhante
padrªo de segregaçªo da enzima MDH, em aceroleira.
O autor observou trŒs bandas monomórficas na re-
giªo de menor migraçªo, correspondentes às ban-
das monomórficas apresentadas na Figura 2B e cons-
tatou comportamento dimØrico em um loco situado
na regiªo de migraçªo intermediÆria do gel.
Figura 1. Representaçªo esquemÆtica (A) e imagem de um
gel  (B) com base na mobilidade relativa das bandas no gel
(Mr), dos fenótipos e genótipos isozimÆticos da enzima
Isocitrato Desidrogenase, observados nas anÆlises
eletroforØticas de amostras obtidas de folhas de aceroleira.
Mr
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Figura 2. Representaçªo esquemÆtica (A) e imagem de um
gel  (B) com base na mobilidade relativa das bandas no gel
(Mr), dos fenótipos e genótipos isozimÆticos da enzima
Malato Desidrogenase (MDH), observados nas anÆlises
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No entanto, os padrıes de bandeamento que ele de-
tectou na regiªo de maior migraçªo nªo permitiram
que fossem feitas inferŒncias sobre o comportamen-
to da enzima.
A enzima EST apresentou comportamento
monomØrico e foram observados dois locos (Figura 3).
Em ambos os locos foram constatados dois alelos,
de maneira que fenótipos de duas bandas
correspondem à heterozigose, e os de uma, ao esta-
do de homozigose. Tal comportamento tambØm foi
verificado em aceroleira por Souza (1996).
A complexidade dos fenótipos isozimÆticos apre-
sentados com relaçªo à enzima GOT (Figura 4B) nªo
permitiram identificar o tipo de segregaçªo e o nœme-
ro de alelos envolvidos. Foram verificadas cinco ban-
das e fenótipos formados por uma, duas, trŒs e qua-
tro bandas. O polimorfismo detectado foi do tipo pre-
sença/ausŒncia de bandas, e todas as bandas foram
polimórficas. Alguns dos fenótipos isozimÆticos sªo
apresentados esquematicamente na Figura 4A.
Os fenótipos isozimÆticos revelam que a enzima
Peroxidase Ø monomØrica. Foram observados dois
alelos e trŒs fenótipos, dois correspondentes ao es-
tado de homozigose, e um, ao de heterozigose.
O nœmero de alelos e os fenótipos observados sªo
semelhantes aos obtidos em aceroleira por Souza
(1996), mas o autor relata que a banda de maior mi-
graçªo apresentou fraca intensidade, mesmo em
homozigose. Verificou-se que, em homozigose, a ban-
da de maior migraçªo apresentou coloraçªo bem mais
intensa do que quando em heterozigose (Figura 5).
As diferenças entre os resultados se devem à quali-
dade de resoluçªo do sistema-tampªo utilizado.
A constituiçªo monomØrica da enzima POD e a pre-
sença de dois alelos tambØm foram observadas por
Oliveira (1997), em picªo (Bidens pilosa L.).
Dois locos polimórficos foram detectados a partir
da atividade da enzima PGM. No loco Pgm-1, regiªo
de maior migraçªo no gel, foram encontrados dois
alelos, e no Pgm-2, de menor migraçªo, foram cons-
tatados quatro. Os padrıes eletroforØticos constam
da Figura 6. A enzima demonstrou ser composta por
apenas uma subunidade, monomØrica, o que Ø evi-
denciado pela ausŒncia da banda intermediÆria nos
indivíduos heterozigotos. Tal constataçªo estÆ de
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Figura 3.  Representaçªo esquemÆtica (A) e imagem de
um gel  (B) com base na mobilidade relativa das bandas no
gel (Mr), de alguns fenótipos e genótipos isozimÆticos da
enzima Esterase (EST) observados nas anÆlises eletrofo-
rØticas de amostras obtidas de folhas de aceroleira.
Figura 4. Representaçªo esquemÆtica (A) e imagem de um
gel  (B) com base na mobilidade relativa das bandas no gel
(Mr), de alguns fenótipos isozimÆticos da enzima
Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT), observados
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Figura 7. Representaçªo esquemÆtica (A) e a imagem de
um gel (B) com base na mobilidade relativa das bandas no
gel (Mr), dos fenótipos e genótipos isozimÆticos de
Fosfogluco isomerase (PGI), observados nas anÆlises
eletroforØticas de amostras obtidas de folhas de aceroleira.
Figura 5. Representaçªo esquemÆtica (A) e imagem de um
gel  (B) com base na mobilidade relativa das bandas no gel
(Mr), dos fenótipos isozimÆticos da enzima Peroxidase
(POD), observados nas anÆlises eletroforØticas de amos-
tras obtidas de folhas de aceroleira.
Figura 6.  Representaçªo esquemÆtica (A) e imagem de
um gel  (B) com base na mobilidade relativa das bandas no
gel (Mr), de alguns fenótipos e genótipos isozimÆticos de
Fosfoglucomutase (PGM), observados nas anÆlises
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A enzima PGI apresentou invariavelmente duas
bandas (Figura 7), o que corresponde, provavelmente,
a dois locos em homozigose. De acordo com Brune
et al. (1998), essa enzima Ø composta por duas
subunidades, de maneira que um loco em
heterozigose deve apresentar trŒs bandas.
Nas condiçıes testadas, apresentaram-se
polimórficos os sistemas IDH, MDH, POD, EST, GOT
e PGM, enquanto PGI foi o œnico sistema invariante
(monomórfico). No sistema ACP, nªo foi obtida qua-
lidade de resoluçªo suficiente para a interpretaçªo
dos fenótipos isozimÆticos. Pode-se inferir sobre a
herança das enzimas IDH, MDH, EST, PGM e POD;
tais inferŒncias estªo de acordo com citaçıes en-
contradas na literatura. Os locos polimórficos com
nœmero de alelos e a proporçªo de heterozigotos
observada na amostra de 50 indivíduos sªo repre-
sentados na Tabela 2, com exceçªo do loco Est-2,
porque, na maioria dos gØis nªo foi obtida boa reso-
luçªo da regiªo de migraçªo referente a este loco,
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A freqüŒncia de indivíduos heterozigotos variou
de 0,18 no loco Mdh-2, a 0,706 no loco Idh-1. Embora
nªo se tenha conhecimento detalhado da origem das
plantas que constituem a coleçªo, e esta nªo tenha
passado por nenhum ciclo de reproduçªo sexuada, a
proporçªo de indivíduos heterozigotos observados
indicou que a espØcie apresenta considerÆvel taxa
de cruzamento. Esta suposiçªo foi confirmada pos-
teriormente por Lopes (1999). O autor utilizou os sete
locos polimórficos apresentados neste trabalho para
estimar a taxa de cruzamento natural de dez famílias
obtidas a partir de polinizaçªo aberta. A taxa de cru-
zamento das famílias variou de 0,68 a 1,0, demons-
trando, assim, que as plantas de aceroleira da cole-
çªo sªo predominantemente alógamas.
Dos sete sistemas testados, seis demonstraram
ser polimórficos. Tal fato revela o potencial do uso
das isozimas como marcadores genØticos em traba-
lhos com aceroleira. Mesmo o sistema GOT  para o
qual se detectou polimorfismo mas nªo foram possí-
veis inferŒncias sobre o comportamento da enzima e
nœmero de locos envolvidos  tem potencial como
marcador genØtico em aceroleira. Esses sªo œteis,
por exemplo, em trabalhos de caracterizaçªo de
germoplasma e diversidade ou divergŒncia genØtica,
tal qual o trabalho de diversidade genØtica entre aces-
sos de aceroleira realizado por Souza (1996). Nos
sistemas que permitiram inferŒncia sobre o tipo de
herança, o potencial Ø mais amplo, podendo, estes
sistemas, ser utilizados em estudos de genØtica de
populaçıes, na verificaçªo da validade de cruzamen-
tos e na estimativa da taxa de cruzamento natural.
Outra utilidade das isozimas Ø a de se poder sele-
cionar precocemente, com elas, características de in-
teresse quando se detecta ligaçªo entre o marcador
e o loco de controle da característica. Pressupıe-se,
para tanto, que, alØm da ligaçªo, o marcador nªo seja
afetado pelo estÆdio de desenvolvimento da planta.
Lopes (1999) constatou, por meio da caracterizaçªo
de plantas com cinco meses de idade, que a ativida-
de enzimÆtica dos sistemas estudados apresentada
no referido estÆdio nªo difere da atividade detectada
em plantas adultas de aceroleira (de aproximadamen-
te trŒs anos).
Conclusıes
1. O polimorfismo revelado pelos sistemas IDH,
MDH, POD, EST, GOT e PGM demonstra o potencial
de utilizaçªo das isozimas como marcadores genØti-
cos em aceroleira.
2. O sistema PGI demonstra-se invariante em
aceroleira e nªo Ø œtil para ser utilizado como
marcador genØtico na espØcie.
3. A alta proporçªo de heterozigotos, observada
entre as plantas amostradas, indica ocorrŒncia de
alta taxa de cruzamento em aceroleira.
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